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論文内容要旨
 原腸形成は,動物の発生における最初の大きな形態形成運動であり,同時に個体の体制を大ま
 かに決める胚葉の分化の過程でもある。したがって,原腸形成は分化と形態形成の両面からみて
 重要な現象であるといえる。イトマキヒトデの卵および胚は,ほとんどの発生段階で原腸形成予
 定位置(植物極)が判別できること,陥入した原腸が生きたままでも薄い外壁を通して見えるこ
 と等の利点を持っため,原腸の決定および形成機構の解析に適している。これまでの研究より,
 イトマキヒトデ卵あるいは胚の動物半球から得られた部分胚が原腸をつくらないこと,このよう
 な部分胚と植物半球から得られた割球を並置培養して得られた胚では動物半球由来の細胞の一部
 も原腸形成に参加する場合があることが明らかにされている。これらの事実は,植物半球には原
 腸形成に必須な細胞質因子が局在していること,植物半球の割球には内・中胚葉分化を誘導する
 能力があることを示す。正常発生においても,このような細胞質因子の局在や細胞間相互作用が
 原腸決定に重要な役割を果たしていると考えられるが,これらの作用がそれぞれ原腸のどの部分
 の決定に関与するかは明らかにされていなかった。本研究は,細胞質因子の作用と細胞間相互作
 用が原腸各部の決定に果たす役割を明らかにすることを目的とする。
 原腸各部の決定機構を明らかにする上で,原腸形成時の予定原腸域の動態を知ることは重要で
 ある。本研究ではまず,正常幼生における予定原腸域の動きを原腸体積の計測,標識酵素の細胞
 内注入および生体染色により調べた。また,多くの海産無脊椎動物で内胚葉分化指標として使わ
 れているアルカリ性フォスファターゼ(AP)の発現様式を時間を追って組織化学的に調べた。
 その結果,イトマキヒトデの内・中胚葉域はAPの発現様式により3つの小領域,すなわち原腸
 先端のAP陰性域,27時間日にAPを発現し始める領域,39時間目にAPを発現し始める領域,
 に分けることができた。標識酵素の細胞内注入と生体染色による予定原腸細胞の動きの追跡より,
 各領域の運命は前体腔嚢および間充織細胞,食道および胃前端部,胃中後半部および腸であるこ
 とが示された。各領域の運命およびAP発現時期により,第一から第三の領域をそれぞれ前部中
 胚葉域,AP陽性域1,AP陽性域2と名付けた。また,原腸体積の計測および細胞の動きの追
 跡の結果より,巻き込みによる原腸域の増大が18時間目から27時間目頃までと30時間目以降の2
 期に分かれて起きることも明らかになった。前部中胚葉域とAP陽性域1は第一期の巻き込みに
 より原腸に入ったのに対し,AP陽性域2は第二期の巻き込みにより原腸に入っていた(図1A)。
 領域ごとにAP発現の有無およびその開始時期が異なること,前部中胚葉域とAP陽性域1が巻
 き込まれた後AP陽性域2の巻き込みが始まるまでしばらく巻き込みが休止することは,上記3
 っの領域の決定には互いに異なる機構が関与することを示唆する。
 次に,原腸域の決定に必要とされる母性細胞質因子の分布に関する知見を得るために卵母細胞
 の植物極からいろいろな大きさの卵片を切り取り,原腸形成およびAP発現に与える影響を調べ
 た。除去した卵片の体積が元の卵母細胞の体積に占める比率が7%未満の場合,ほとんどの幼生
 で原腸が形成されAPも発現していた。この場合,無処理の対照区で原腸形成が始まってから第
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 一期の巻き込みが終わるまでの間に原腸形成が始まった。また,除去体積比が1-7%の場合,
 原腸先端の前体腔嚢原基でもAPが発現していることが多かった(図lB)。それに対し,体積
 比にして7%を越える除去を行うと,原腸形成とAP発現は強く抑えられた(図1C)。卵割期
 における卵表層と卵細胞質の分配様式から,体積比にして1%の除去により前部中胚葉域の予定
 域が,7%の除去によって前部中胚葉域とAP陽性域1の予定域が除去されると推察された(図
 1B,C)。また,内・中胚葉予定域を完全に除去するには,少なくとも15%以上の体積比をも
 つ卵片を切り取る必要があると推察された。除去体積比が1-7%の場合に,AP陽性の前体腔
 嚢が形成されたことは,AP陽性域1予定域の一部が前体腔嚢になる能力を持つことを示唆する。
 また,7%未満の除去を行った場合に,対照区で第一期の巻き込みが終わるまで,すなわち前部
 中胚葉域とAP陽性域1の巻き込みが終わるまでに,原腸形成が始まったことから,前部中胚葉
 域とAP陽性域1の予定域の巻き込み時期は,卵母細胞の時点で細胞質因子によりある程度決まっ
 ていると考えられる。さらに,一方,7-15%以上の除去が原腸形成を強く抑制したことは,
 AP陽性域2の予定域の運命が,卵母細胞の時点ではまだ決まっていないこと,その決定には前
 部中胚葉域と(あるいは)AP陽性域1からの誘導的作用が必要であることを強く示唆する。
 次に,植物極の周辺域が実際にAP陽性域2に相当する部分の分化を誘導する能力を持つこと
 を確かめるため,2細胞期胚の1割球の向きを変え,それぞれの割球の植物極が,他方の割球の
 動物極に接するようにして発生させた。このような胚から生じた幼生では,植物極に隣接してい
 た動物半球細胞が第二期の巻き込み時に初めて原腸に入り,胃の中後半部と腸の中に取り込まれ
 ていた。また,消化管に取り込まれたこれらの動物半球細胞はAPを発現していた(図1D)。
 このことから,植物極周辺部は,隣接する領域の運命をAP陽性域2に変える能力を持つことが
 示された。
 以上の結果から,原腸域の運命決定には,少なくとも以下にあげる3っの機構が関わると結論
 された。
 1)母性細胞質因子の局在による前部中胚葉域とAP陽性域1の巻き込みの決定。この(これら
 の)細胞質因子は卵母細胞の時点で既に局在していると考えられる。ただし,卵母細胞の時点
 では前部中胚葉域とAP陽性域の境界は決定されていない。
 2)AP陽性域1(および前部中胚葉域)からの誘導的作用によるAP陽性域2の決定。前部中
 胚葉域の予定域を完全に取り去ったと思われる場合でも,AP陽性域2に相当する領域がつく
 られたこと,正常発生でAP陽性域2に直接接しているのはAP陽性域1であることから,こ
 の誘導は主にAP陽性域1からのものであると考えられる。
 3)前部中胚葉域からの抑制的作用によるAP陽性域1の運命決定。AP陽性域1の少なくとも
 一部は,前体腔嚢になる能力を持っている。正常発生では,この能力は前部中胚葉域からの作
 用により抑えられている。一方,正常発生でAP陽性域1になる領域でAPが発現することは,
 前部中胚葉域からの抑制の有無によりこの領域の運命が決まる以前に決まっていると考えられ
 る。
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 図1イトマキヒトデの正常幼生(A),植物極除去卵より生じた幼生(B,
 割球回転胚から生じた幼生(D)の原腸形成を示す模式図
 C)および
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 論文審査の結果の要旨
 原腸形成は動物の発生過程で最初に見られる大きな形態形成運動であり,古くから研究の対象
 とされてきた。無脊椎動物においては,これまで主にウニ胚が用いられ,ヒトデ類についてはほ
 とんど研究されていない。本研究はイトマキヒトデを用いて予定原腸域の決定とその分化につい
 て解析したものである。
 本論文では,まず,予定原腸域の胚発生に伴う胚葉の動きを原腸体積の計測,標識の細胞内注
 入,生体染色及びアルカリ性フォスファターゼ(AP)発現によって追跡した。その結果,イト
 マキヒトデの内・中胚葉域は3つの小領域,前部中胚葉域(AP陰性で後に前体腔嚢と間充織細
 胞に分化する),AP陽性域1(27時間目にAP発現を開始し,後に食道および胃前端部に分化
 する),およびAP陽性域2(39時間目にAP発現を開始し,後に胃中後端部に分化する)に区
 別された。内・中胚葉予定域の原腸への陥入(巻き込み)は2回に分けて行われ,前部中胚葉域
 とAP陽性域1は第一期(18時間目一27時間目)に,AP陽性域2は第二期(30時間目以降)に
 それぞれ巻き込まれる。この現象は第二次陥入がないとされているウニ類と異なっている。
 次いで,卵母細胞(卵核胞期)から植物極を含むいろいろな大きさの卵片を除去し,原腸形成
 および器官分化に対する影響を調べた。その結果,植物極よりの体積比1%領域が前部中胚葉域,
 1-7%領域がAP陽性域1,7-15%領域がAP陽性域2の予定域にそれぞれ相当すると推定
 された。また,AP陽性域1予定域の一部は前部中胚葉域を欠く持前体腔嚢に分化できること,
 前部中胚葉域とAP陽性域1の予定域の巻き込みの時期は卵母細胞期で既に決定されているが,
 AP陽性域2の決定にはAP陽性域1からの誘導が必要であることが示された。
 2細胞期胚の一方の割球を回転させ,動物極と植物極を対の割球の植物極と動物極とそれぞれ
 向き合うようにして発生させると,植物極に隣接する動物極側の細胞が第二期巻込みの際に原腸
 に入り,胃の中後半部と腸に移行する。これは,植物極周辺部が隣接する領域の発生運命をAP
 陽性域2のそれに変える誘導効果を及ぼすことを示している。以上の結果から,イトマキヒトデ
 胚の原腸域の発生運命の決定には,(1)卵母細胞期での細胞質因子の局在による前部中胚葉域と
 AP陽性域1の巻き込み時期の決定,(2)AP陽性域1によるAP陽性域2の誘導,(3)前部中胚葉
 域によるAP陽性域1の前体腔嚢分化能の抑制が関与していると結論した。
 これらの成果は,棘皮動物の原腸の形成と分化の機構の解明に新しい知見を加えるものである。
 従って,本論文は本人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
 示している。よって,倉石立提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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